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RESUMEN 
 
La terapia celular de células madre pluripotentes o embrionarias utilizada por la medicina 
regenerativa es un protocolo recientemente aplicado. Estas células, son derivadas de la 
masa celular interna (MCI) del estadio de blastocisto y son capaces de diferenciarse en 
todos los linajes celulares del cuerpo.  Por otro lado, el tratamiento de enfermedades 
crónicas como el cáncer requiere de potentes fármacos que, en ocasiones, producen 
efectos no deseados. Ciclofosfamida (CP) es una droga anticancerígena alquilante que, 
entre otras cosas, provoca como efecto secundario infertilidad. El objetivo de la presente 
investigación fue revertir dicho efecto negativo, mediante terapia celular, utilizando células 
de la MCI al diferenciarse in vivo en células madre germinales (CMG). Se utilizaron 
blastocistos  de ratones albinos Swiss Rockefeller obtenidos a las 90 h post cópula. La 
MCI fue aislada mediante inmunocirugía y luego trasplantada a los túbulos seminíferos de 
ratones  receptores C57BL, a los que previamente se les disminuyó drásticamente la línea 
germinal con CP  (220mg/kg pc). Los animales receptores fueron mantenidos por 35 días 
en un bioterio en condición estándar; luego los animales fueron sacrificados por 
dislocación cervical, se extrajeron los testículos para evidenciar la colonización y 
diferenciación de la MCI mediante cortes histológicos seriados. La evaluación comprobó 
colonización intraluminal y presencia de minitúbulos (2%) en el 62.5% de los receptores 
transplantados. Se demostró que las células de la MCI tienen la capacidad de colonizar 
túbulos seminíferos de ratones adultos de diferentes cepas. 
PALABRAS CLAVES: Colonización intraluminal, Masa Celular interna, Células Madre 
Pluripotentes, Células Madre Germinales, Minitúbulos. 
 
ABSTRACT 
 
Cellular therapy with embryonic or pluripotent stem cells used by regenerative medicine is 
a newly implemented protocol. These cells are derived from the blastocyst stage inner cell 
mass (ICM) and are capable of differentiating into all the body cell lineages. On the other 
hand, chronic diseases treatment such as cancer requires powerful drugs that sometimes 
cause unwanted effects. Cyclophosphamide (CP) is an alkylating anticancer drug that, 
among other things, causes infertility as a side effect. The aim of this research was 
reverse this negative effect by cell therapy using ICM to differentiate in vivo to germ stem 
cell (GSC). Swiss Rockefeller albino mice blastocyst stage embryos obtained 90 hours 
post coitus were used. The MCI was isolated by immunosurgery and then transplanted to 
the seminiferous tubules of recipient mice C57BL, which were previously germ line 
decreased drastically with CP (220mg/kg pc). The recipient animals were kept for 35 days 
in standard animal room conditions, after the animals were sacrificated by cervical 
dislocation; testes were removed to show the ICM colonization and differentiation by serial 
histological sections. The evaluation found the intraluminal colonization and presence of 
minitubules (2%) in the transplant recipients (62.5%). It is shown that the ICM cells have 
the ability to colonize seminiferous tubules of adult mice of different strains. 
KEY WORDS: Intraluminal Colonization, Inner Cell Mass, Pluripotent Stem Cells, Germ 
Stem Cells, Minitúbules. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
La Terapia celular es una nueva herramienta para la medicina regenerativa, que hoy en 
día tiene su base en el uso de células madre. Célula madre o stem cell se define como 
una célula progenitora, autorrenovable, capaz de regenerar uno o más tipos celulares 
diferenciados. Las células madres tienen la capacidad de llegar a convertirse en 
cualquiera de los más de 200 tipos de células diferentes en el cuerpo y juegan un 
importante rol en reparar órganos y tejidos (Johnson y Williams, 2006).  
 
Las células madre pluripotentes o embrionarias son las que derivan de la masa celular 
interna (MCI) y que pueden ser expandidas sin límite in vitro (Evans y Kaufman, 1981; 
Martin, 1981; Thomson et al., 1998). Las células madre embrionaria derivan de embriones 
en un estado de desarrollo antes del tiempo de la implantación en el útero (etapa de 
blastocisto), cuando se encuentran 2 tipos de líneas celulares, una va a convertirse en 
parte de la placenta (el trofoectodermo) y otra en la masa celular interna (MCI). La MCI 
tiene la capacidad de generar cualquier tipo celular del cuerpo. Si la MCI es removida de 
su ambiente normal embrionario y cultivado bajo condiciones apropiadas, las células 
derivadas de éstas, pueden continuar la proliferación y replicación indefinidamente y 
seguir manteniendo su capacidad de formar cualquier tipo celular del cuerpo, llamado esto 
“pluripotencia”. La derivación de células madre embrionaria de ratón fue reportado por 
primera vez por Evans y Kaufman (1981). Las células madre de la línea germinal (CMG) 
están dedicadas a la función de la reproducción; estas tienen la capacidad de 
autorrenovarse y diferenciarse en gametos, son las únicas células dedicadas sólo a la 
transmisión de información genética de generación en generación.  
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En investigaciones recientes se ha demostrado que los gametos masculinos y femeninos 
pueden diferenciarse in vitro (Hubner et al., 2003; Toyooka et al., 2003; Geijsen et al., 
2004; Lacham – Kaplan et al., 2006; Nayernia et al., 2006). También se ha mostrado en 
ratón que las células madres embrionarias (CME) pueden diferenciarse a células madres 
espermatogoniales usando un promotor y estas son capaces de generar gametos 
haploides masculinos in vitro y son funcionales durante 72 horas (Nayernia et al., 2007). 
Se ha podido demostrar que las células madres somáticas adultas pueden llegar a 
generar CMG, pero no tienen la capacidad de entrar a meiosis (Nayernia et al., 2007). 
 
La Ciclofosfamida (CP) es un fármaco utilizado en quimioterapia contra distintos tipos de 
cáncer. Sus células diana son aquellas que se encuentra en división, causando daño 
directo, entre otras líneas celulares, a los túbulos seminíferos, generando apoptosis 
celular en la línea espermática (Crook et al., 1986; Chowdhury, 1987; Brinkworth y 
Nieschlag, 2000). En el testículo interrumpe la meiosis antes de la etapa de paquiteno, 
produciendo un daño genotóxico. 
 
La técnica de transplante de células madre a nivel de testículo fue descrita por primera 
vez por Brinster y Avarbock (1994), en la cual utilizaron CMG y ratones 
inmunocompatibles. El proceso básico consiste en recolectar células madre de un animal 
donador e inyectarlas en los túbulos seminíferos del animal receptor, con el objetivo que 
las células madre donador colonicen la membrana basal de los túbulos en busca del nicho 
donde se desarrollen las células madre y se diferencien para que puedan realizar la 
espermatogénesis en los testículos del animal receptor.  
 
Cabe resaltar que no existe en la literatura, trabajos previos de colonización intraluminal a 
partir del transplante de MCI en ratones. Por ello en el presente trabajo de tesis se 
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evaluará la existencia de una colonización; una diferenciación de MCI y la recuperación 
del epitelio seminífero  dañado por la CP, para ello utilizamos los embriones (blastocistos) 
obtenidos de la cepa Swiss Rockefeller, se extrae la MCI mediante la técnica de 
inmunocirugía y la  trasplantamos en los túbulos seminíferos de ratón de la cepa C57BL 
que han sido tratados previamente con CP. Esta evaluación se determinará realizando 
cortes histológicos de 5 µm de espesor, coloreados con hematoxilina y eosina Y. La 
presencia de una colonización intraluminal, nos sugiere la formación de minitúbulos. 
 
La reproducción y la fertilidad son la base de la continuidad de las especies. Los 
problemas de infertilidad nos pueden llevar a problemas psicosociales en las parejas 
humanas. Aunque el tratamiento con terapia celular, no es tan reciente, si lo es el uso de 
células madre en este campo, ya que pueden ser diferenciadas a cualquier tejido del 
cuerpo, o como en este caso, a células germinales. Además, demostrar la recuperaron del 
epitelio seminífero afectado debido al uso de un fármaco usado frecuentemente en el 
tratamiento de cáncer y, considerando el alto número de pacientes varones con este mal, 
nos motiva a buscar la solución a este problema mediante el uso de la biotecnología 
animal, basado en el cultivo y transplante de las células madre y teniendo como modelo al 
ratón.  
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II. ANTECEDENTES 
 
 
1. DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO 
 
El linaje de segregación en el embrión de ratón se inicia en las etapas de divisiones 
tempranas cuando el primer blastómero dividido se encuentra destinado a formar 
predominantemente la estructura embrionaria (Piotrowska et al., 2001). Esta restricción es 
reforzada en la mórula compactada de 8 células a los 2.5 dpc, con células interiores que 
formaran la MCI y blastómeras segregadas sobre la superficie externa que formarán el 
trofoblasto (Johnson y Ziomek, 1981). Cuando el embrión se encuentra aproximadamente 
en 32 células (3.5 dpc), se empieza a formar el blastocele para formar y diferenciar a la 
MCI. En la etapa de mórula-blastocisto la mayoría de ADN se encuentra no metilado, 
llegando a re-metilarse con la diferenciación de las líneas somáticas en la gastrulación 
(Jaenisch, 1997). A los 4 dpc, las células de la MCI en contacto con el blastocele llega a 
formar el endodermo primitivo (o hipoblasto) y en el interior aproximadamente 20 células 
pluripotentes permanecen como MCI no polarizado (Handyside, 1978). En la implantación 
a los 5 dpc, se forma una cavidad pro-amniótica dentro del núcleo de aproximadamente 
20 – 25 células de la MCI, el cual empieza a organizarse como una lámina epitelial. El 
endodermo primitivo se diferencia a endodermo visceral, el cual permanece en contacto 
con el embrión hasta la gastrulación, cuando es reemplazado por el endodermo 
embrionario y el endodermo visceral desplazado forma el saco vitelino visceral. El 
endodermo primitivo en contacto con el trofoectodermo migra lateralmente a la línea del 
blastocele formando el endodermo parietal y finalmente el endodermo del saco vitelino. La 
proliferación del embrión en el blastocele produce un huevo cilíndrico a los 6 dpc, el cual 
es compuesto de 2 láminas epiteliales, el ectodermo primitivo y capa subyacente de 
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endodermo visceral. A los 6.5 dpc la gastrulación inicia en la región posterior del embrión 
formando el mesodermo extraembrionario y las capas germinales: mesodermo, 
endodermo y ectodermo (O’Shea, 2004). 
 
 
2. CÉLULAS MADRE O STEM CELL  
 
Célula madre o stem cell se define como células indiferenciadas, inmaduras, 
autorrenovables y capaces de generar uno o más tipos de células diferenciadas. En las 
condiciones adecuadas, estas células pueden dividirse indefinidamente conservando 
siempre una población estable de células madre y recibiendo estímulos adecuados 
pueden diferenciarse hacia diferentes tipos de células especializadas de un organismo 
adulto (Evans y Kaufman, 1981; Martin, 1981; Thomson et al., 1998; Das et al., 2008). 
Según su capacidad de regeneración existen 3 tipos de células madre: Células madre 
totipotentes, células madre pluripotentes y células madre multipotentes. 
 
Las células madre totipotentes pueden crecer y formar un organismo completo, tanto los 
componentes embrionarios (como por ejemplo, las tres capas embrionarias, el linaje 
germinal y los tejidos que darán lugar al saco vitelino), como los extraembrionarios (como 
la placenta). La células madre pluripotentes no pueden formar un organismo completo, 
pero puede formar cualquier otro tipo de célula proveniente de los tres linajes 
embrionarios (endodermo, ectodermo y mesodermo), así como el germinal y el saco 
vitelino. Las células madre multipotentes son aquellas que solo pueden generar células de 
su propia capa o linaje embrionario de origen (por ejemplo: una célula madre 
mesenquimal de médula ósea, al tener naturaleza mesodérmica, dará origen a células de 
esa capa como miocitos, adipocitos u osteocitos entre otras).  
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3. CÉLULAS MADRE PLURIPOTENTES 
 
Las CME son las células que se originan de la MCI de un embrión en el estado de 
blastocisto, esto es dependiendo la especie, 4 – 7 días después de la fecundación. Esta 
estructura particular surge como resultado de una serie de divisiones sucesivas de las 
células embrionarias (o blastómeras), las cuales se especializan para conformar una 
estructura hueca constituida por una capa externa de células denominada trofoectodermo, 
e interiormente por células en forma de racimo denominadas MCI.  La capa externa de 
células continúa su desarrollo para formar la placenta y otros tejidos necesarios para la 
implantación y posterior desarrollo fetal del embrión en el útero, mientras que las células 
internas se desarrollan y especializan en los tejidos de las diferentes capas germinales del 
embrión, endodermo, mesodermo y ectodermo, formando así todos los tejidos de un 
organismo (Hooper, 1992). Las CME se les denominan entonces pluripotentes, ya que 
pueden generar todos los tipos celulares del cuerpo, pero no pueden dar origen a las 
células de la placenta (Arias y Felmer, 2009). 
 
Los factores que mantienen la pluripotencia son expresados en mórulas compactadas, en 
la MCI del blastocisto y son regulados con la diferenciación de linajes en la gastrulación. 
Las CME (células madre pluripotentes) de ratón y su diferenciación a otras células ha sido 
ampliamente examinado in vivo e in vitro para entender el desarrollo biológico y la 
medicina regenerativa en ratón (Boheler et al., 2002). El gran objetivo de la tecnología de 
las CME consiste en dirigir los cultivos de células indiferenciadas hacia la formación de 
tejidos y órganos para terapias de reemplazo celular (Rippon y Bishop, 2004). Las células 
utilizadas para estos propósitos terapéuticos deben ser seleccionadas por su estabilidad 
genética y normalidad, antes de iniciar la aplicación terapéutica en humanos. De esta 
forma, el principal desafío para la aplicación futura de las terapias de sustitución celular es 
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el control sobre la diferenciación de estas células hacia tejidos específicos. Es por tanto 
necesario desarrollar procedimientos que conduzcan eficazmente a la diferenciación de 
las células madre pluripotentes hacia los tipos específicos de células que se requieran en 
cada caso. La diferenciación in vitro de estas células se realiza removiendo del medio de 
cultivo los factores que las mantienen indiferenciadas y aplicando los estímulos 
apropiados necesarios para su diferenciación hacia las tres líneas germinales 
embrionarias  (Keller, 1995; Smith, 2001). Cuando estas células son cultivadas en 
suspensión, en ausencia de factores antidiferenciación, forman agregados celulares 
tridimensionales llamados cuerpos embrionarios (CE), los que luego de 2 - 4 días en 
cultivo forman el endodermo, dando lugar a un cuerpo embrionario simple, el cual se 
diferencia al cuarto día generando una estructura más compleja con epitelio columnar y 
membrana basal (Leahy et al., 1999). En esta etapa, los cuerpos embrionarios son 
llamados cuerpos embrionarios quísticos (Evans y Kaufman 1981; Keller et al., 1993;     
Ng et al., 2005).  
 
En cultivo, la exposición a los estímulos y/o agentes químicos adecuados pueden inducir 
la diferenciación de estos cuerpos embrionarios hacia un linaje específico, por ejemplo el 
ácido retinoico para la diferenciación a células neuronales (Ezekiel et al., 2007), aFGF y 
HGF, para diferenciación en células hepáticas (Hu et al., 2003), TSH para la 
diferenciación en adipocitos (Lu y Lin, 2008) y en conjunto bFGF, IGF-1 y nicotinamida 
para su diferenciación en células semejantes a los islotes del páncreas, entre otros (Liu   
et al., 2005; Liersch et al., 2006).  
 
Para determinar el potencial de diferenciación in vivo, las células madre pluripotentes o 
embrionarias de origen animal se agregan a embriones de ocho células o a embriones en 
la etapa de blastocisto para originar una quimera en la que posteriormente es necesario 
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establecer la contribución de estas células en la formación de la MCI  y del trofoectodermo 
(Saito et al., 2003) y en al menos un porcentaje no inferior al 10% en la formación de 
algún tejido en los animales nacidos (Stice et al., 1996; Cibelli et al., 1998).  
 
 
4. AISLAMIENTO DE CÉLULAS MADRE PLURIPOTENTES 
 
Las células madre embrionarias fueron aisladas por primera vez desde la masa celular 
interna de blastocistos de ratón en 1981 (Evans y Kaufman, 1981; Martin, 1981). Estos 
estudios preliminares fueron la base para que años más tarde se hayan logrado 
establecer líneas de células madre embrionarias a partir de otras especies como el 
hámster (Doetschman et al., 1988), cerdo (Evans et al.,  1990), conejo (Graves y 
Moreadith, 1993), bisonte (Sukoyan et al., 1993), rata (Iannaccone et al.,  1994), mono 
Rhesus (Thomson et al., 1995), marmota (Thomson et al., 1996), pollo (Pain et al., 1996), 
bovino (Stice et al., 1996; Cibelli et al., 1998; Wang et al., 2005), humano (Thomson et al., 
1998), perro (Hayes et al.,  2008) y gato (Yu et al.,  2008). Más recientemente, en pocas 
especies se han aislado líneas de células madre embrionarias a partir de embriones 
clonados, generados por fecundación in vitro y/o partenogénesis (Wakayama et al., 2001; 
Cibelli et al., 2002; Wang et al., 2005; Byrne et al., 2007; Mai et al., 2007). Las CME de 
ratón y su diferenciación a otras células ha sido ampliamente examinado in vivo e in vitro 
para entender el desarrollo biológico y la medicina regenerativa en ratón (Boheler et al., 
2002). 
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5. CÉLULAS GERMINALES PRIMORDIALES (CGPs) 
 
Las CGPs son las  células madre germinales, precursoras embrionarias de los gametos 
en los vertebrados (Loeffer y Pottern, 1997). Las CGPs constituyen el único linaje celular 
capaz de transmitir el genoma a la siguiente generación;  debido a esto, es posible afirmar 
que las CGPs son esenciales para la sobrevivencia de las especies. Esta capacidad de 
las células germinales para participar en  el proceso de desarrollo embrionario una y otra 
vez,  indican que las CGPs son potencialmente inmortales (Donovan et al., 1997; 
Donovan, 1998; Tsang et al., 2001).  
 
Las células germinales de mamíferos sufren cambios genéticos y celulares, que llevan a 
que estas células desarrollen y diferencien hacia un gameto funcional. La proliferación, 
mantenimiento y la diferenciación de las CGPs a ovocitos primario y células madre 
espermatogoniales se ven influenciada por el número y función de las células germinales 
que están presentes posteriormente para la gametogénesis. Durante muchos años, la 
actividad de la fosfatasa alcalina tejido no-específico (TNAP) se ha utilizado como 
marcador para las CGPs y para poder seguir la ruta de migración desde la base del 
alantoides hasta la entrada en las crestas genitales, el lugar de las futuras gónadas 
(McLaren, 2003). La alta expresión de esta enzima en las CGPs es una característica 
mostrada también por las células madre pluripotentes o CME. La migración de las CGPs 
ocurre aproximadamente en los días 7 -10 dpc en el ratón (Freeman, 2003). En el ratón 
las CGPs se originan en el epiblasto proximal (Ginsburg et al., 1990). Estudios indican 
que ya desde los 6.25 dpc, la línea germinal puede ser identificada en una población 
fundadora de tan sólo 6 células de epiblasto que expresan la proteína Blimp 1 (B-
lymphocyte-induced maturation protein-1) (MacLaren y Lawson, 2005; Ohinata et al., 
2005; Vincent et al., 2005). Blimp codifica un represor transcripcional, originalmente 
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identificado por su función en la regulación de la diferenciación del plasma (Turner et al., 
1994; Shaffer et al., 2002; Shapiro-Shelef et al., 2003). En las CGPs, Blimp1 funciona 
para formar un complejo con la metiltransferasa arginina Prmt5. Este complejo es muy 
importarte en la programación epigenética específica de las células germinales     
(Ancelin,  et al., 2006). Ratones mutantes que carecen del alelo Blimp 1 generan muy 
pocas CGPs y presentan una conducta migratoria anormal (Vincent et al., 2005). 
 
Las CGPs se pueden identificar como un grupo de células en la base del alantoides a los 
7.25 dpc (Ginsburg et al., 1990; Tam y Zhou, 1996; Tsang et al., 2001). La proteína 
morfogenética ósea 4 (Bmp4) (Lawson et al., 1999) y Bmp8b (Ying et al., 2000) son 
necesarios para la formación de la región posterior proximal extraembrionaria que da 
origen a las CGPs y a las células del alantoides en el ratón. Los genes fragilis y stella 
también tienen funciones importantes en la competencia y desarrollo de las células 
germinales primordiales. Fragilis es una proteína transmembrana y parte de una gran 
familia interferón inducible de genes conservados evolutivamente, presenta una función 
anti proliferativa y puede servir para aumentar el tiempo del ciclo celular en CGPs. Este 
gen también es expresado en las CME, sugiriendo un rol potencial en el estatus 
pluripotencial (Saitou et al., 2002), además aparece expresado en la zona del epiblasto  
proximal al 6.0 dpc y la expresión se ve incrementada en un grupo celular de 150 células 
a los 7.2 dpc.  Similarmente stella tiene una función durante el desarrollo de pluripotencia 
y está asociado con el remodelamiento de la cromatina o el procesamiento de RNA. Las 
células germinales stella positivos expresan una represión de genes homeobox, la cual 
puede explicarse la retención de pluripotencia (Saitou et al., 2002). Stella es expresado a 
partir de 7.2dpc en la región del grupo de CGPs, en el centro de la región de expresión de 
fragilis, siendo específico para células germinales. El análisis inmunohistoquímico ha 
demostrado que la proteína homologo vasa de ratón (mvh) es exclusivamente expresado 
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en las CGPs justo antes de su colonización de las gónadas embrionarias y en las células 
germinales que se encuentran en procesos gametogénicos hasta el estado post meiótico 
tanto en machos como en hembras. (Toyooka et al., 2000). El receptor tirosina-cinasa (c-
kit), cuyo ligando es el Factor Stem Cell (SFC), también son esenciales para mantener las 
CGPs en ambos sexos. En el testículo adulto, el receptor c-kit es re-expresado en las 
espermatogonias diferenciales, pero no en las células madre espermatogoniales.     
(Rossi et al., 2000). 
 
Las CGPs empiezan a migrar hacia el mesodermos embrionario a los 8.5 dpc, luego se 
desplazan a través de intestino posterior del endodermo a los 9.5 dpc, sigue a lo largo del 
mesentereo dorsal a los 10.5 dpc, hasta llegar finalmente a colonizar las crestas 
gonadales a los 12.5 dpc. Durante la migración las CGPs proliferan e incrementan en 
número desde 100 células a los 8.5 dpc hasta 1000 a los 10.5 dpc y 4000 a los 12.5 dpc 
(Wylie et al., 1985). Las CGPs continúan proliferando después de llegar a las crestas 
genitales en donde se encuentran unas 25000 células a los 13.5 dpc (Godin et al., 1990; 
Tam and Snow, 1981). Las CGPs regulan autónomamente su crecimiento; in vivo, las 
CGPs detienen su proliferación a los 12 – 13 dpc, similarmente in vitro, las CGPs también 
detendrá su proliferación en el momento que corresponde  a  los 12 – 13 dpc         
(Ohkubo et al., 1996).  
 
Existe la hipótesis que la migración de las CGPs se encuentra controlado por un 
mecanismo de repulsión que participan las proteínas Fragilis y Fragilis 3. Las células 
germinales que expresan fragilis 3 son repelidos de las células adyacentes que expresan 
fragilis. Sin embargo, si ambas fragilis y fragilis 3 son expresadas por las células 
germinales, el efecto de repulsión es inactivado (Tanaka et al., 2005). Por lo tanto la 
repulsión solo se da cuando las células germinales, que originalmente expresan fragilis y 
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fragilis 3, detienen la expresión de fragilis pero continúa la expresión de fragilis 3. 
Además, el RNAi produce el silenciamiento de fragilis dando lugar la prevención de la 
migración de las CGPs hacia fuera del mesodermo. Una vez en la cresta gonadal, las 
CGPs, pierden su conducta de motilidad (Wylie et al., 1985).    
 
Una reciente evidencia ha demostrado que la expresión del gen Nanog es esencial para la 
maduración de las CGPs en la cresta genital durante el desarrollo embrionario (Chambers 
et al., 2007). La maduración de las Células Madre Germinales (CMG) a partir de CGPs 
está asociada con el silenciamiento de la expresión de Nanog, induciendo que este gen 
se encuentra relacionado en el estado de pluripotencia. Mientras que las CGPs se 
establecen en las gónadas, estos empiezan a diferenciarse a CMG, las cuales se dividen 
por mitosis para producir un suministro de gametos que requiere el organismo para la 
reproducción. Son conocidas como espermatogonias A en el macho, a estas simples 
células que pueden autorrenovarse o producir espermatogonias intermedias, 
predestinadas a diferenciarse en espermatozoides maduros (De Rooij et al., 2001). 
 
 En los machos, las células germinales se detiene en la etapa G0/G1 del ciclo celular 
mitótico (McLaren, 1984). La meiosis no se inicia hasta después del nacimiento. En 
machos y hembras, la meiosis es iniciada por la expresión del gen estimulado por ácido 
retinoico 8 (stra8), que a su vez esta expresión se encuentra estimulada por el ácido 
retinoico (Koubova et al., 2006). El ácido retinoico es provisto por el mesonefros de ambos 
sexos a los 13.5 dpc. Sin embargo en testículo la meiosis es retardada por la acción de la 
enzima que degrada retinoide (CYP26B1). En ausencia de CYP26B1, las células 
germinales entran a meiosis prematuramente como en un ovario normal (Bowles et al., 
2006).  
 
13 
 
6. SIMILARIDAD ENTRE CÉLULAS MADRE PLURIPOTENTES O 
EMBRIONARIAS Y LAS CÉLULAS GERMINALES PRIMORDIALES 
 
Las CGPs y las CME comparten un gran número de marcadores moleculares. 
marcadores pluripotentes, tales como Oct4 y SSEA1, se expresan tanto en CME y CGPs, 
además los marcadores de las CGPs como Blimp1, mvh, fragilis y stella y aún los 
marcadores de las células germinales específicas como Piwil2, Rnh2, Tdrd1 y Tex14 han 
sido detectados en las CME (Geijsen et al., 2004; Qing et al., 2007; Mise et al., 2008). 
TNAP, es otro marcador molecular que está fuertemente expresado en las CGPs y CME 
(Chicoine, 1954; Ginsburg et al., 1990). Un análisis sistemático de la expresión en una 
única célula nos han revelado la dinámica de expresión de genes en células de línea 
germinal durante la especificación in vivo de CGPs (Yabuta et al., 2006), indicando los 
patrones de expresión diferencial entre las CGPs y CME, por ejemplo la expresión de 
Eras, T y Fgf8.  
 
Por el contrario, se han identificado dos marcadores para determinar una mejor 
separación de las CGPs precursoras de  otras células diferenciadas, fragilis (Ifitm3) y 
Dppa3 (también conocida como Stella) (Saitou et al., 2002). Dppa3 es expresado en 
embriones pre implantacionales y en células germinales (Sato et al., 2002) y se ha 
reportado que tienen rol en la transcripción materna en el desarrollo de embriones pre 
implantacionales (Bortvin et al., 2004). Las células Dppa3 positivas muestran un 
incremento en la expresión de fragilis y siguen siendo positivas para Tnap y Oct4    
(Saitou et al., 2002). Una vez que las CGPs Dppa3 positivas inician la migración, estas 
empiezan a expresar marcadores adicionales, tales como el receptor factor steel, seguido 
por marcadores de las células germinales maduras, tales como mvh (Saitou et al., 2002). 
14 
 
Varios reportes describen la diferenciación de las CME de ratón en células que expresan 
marcadores de las células germinales masculinas y femeninas (Geijsen et al., 2004; 
Hubner et al., 2003; Toyooka et al., 2003). En cada uno de estos reportes, los marcadores 
de las células germinales fueron expresados por las CME, tales como Dppa3 que nos 
ayuda a distinguir las células germinales a partir del ectodermo primitivo. Sólo la 
expresión de los marcadores de las células germinales maduras, tales como mvh, 
derivados in vitro de células germinales puede distinguirse de las CME. En otras 
investigaciones se han examinado la diferenciación de las CME humanas en células 
germinales (Clark et al., 2004), la expresión de los ocho genes que son característicos de 
las CGPs fueron detectados en las CME humanas, pero la expresión de los seis genes 
que son característicos de las células germinales tardías no son detectados. Utilizando 
inmunocitoquímica en un cultivo de CME, se demostró que la mayoría de las CME 
humanas en  una población  expresan marcadores de las CGP como stella y DAZL, y que 
un grupo menor de células se viene diferenciando al azar en una población mixta que no 
está relacionado con los marcadores de las células germinales. Es importante destacar 
que al menos un gen específico de la célula germinal, DAZL, es expresado por las CME 
pero no por la MCI en humanos. 
 
 
7. DIFERENCIACIÓN DE LAS CME EN CGPs. 
 
Estudios recientes han reportado la diferenciación de las CME de ratón en CGPs, así 
como también en  gametos maduros masculino (Toyooka et al., 2003; Geijsen et al., 2004; 
Nayernia et al., 2006) y femeninos (Hubner et al., 2003) in vitro e in vivo. En el primer 
estudio en la producción de gameto in vitro (Hubner et al., 2003) cultivaron CME de ratón 
que contiene al gen reportero Pou5fl sin células feeder o añadiendo factores de 
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crecimiento.  Se observó la formación de estructuras como folículos ováricos y ovocitos 
que expresaban Pou5f1 y Ddx4. Estas células también expresaban genes marcadores 
meiótico (Dmc1 y Sycp3), saliendo de los folículos después de 3 a 4 semanas de cultivo. 
Aunque el potencial de estas células no fueron evaluadas para la fertilización, estructuras 
semejantes a blastocistos se observaron a las 6 semanas, sugiriendo una espontánea 
activación partenogenética. Este estudio sugiere que las células derivadas de las CME o 
células madre pluripotentes tienen potencial para poder realizar gametogénesis in vitro. 
 
En otras investigaciones se reportó la derivación de las células germinales masculinas a 
partir de las CME (Toyooka et al., 2003) utilizando cuerpos embrionarios (CE) como 
material de inicio. Utilizando las CME que contienen como gen reportero a Ddx4, 
indujeron CE y encontraron  que las células Ddx4 positivos aparecen espontáneamente, 
sugiriendo la presencia de células con características CGP post migratorias en CEs. Las 
células Ddx4 positivas fueron purificadas mezcladas con células de la cresta genital 
masculinos de embriones tipo silvestre. Después de la implantación dentro de testículos 
de ratón adulto, las células que fueron mezcladas formaron túbulos seminíferos que 
soportan una espermatogénesis completa derivado de las células purificadas Ddx4 
positivo. Aunque la capacidad de los espermatozoides para fecundar no fue examinada, 
este estudio sugiere que las especificaciones de la línea germinal y la aparición de las 
CGP post migratorias pueden ocurrir espontáneamente o ser inducidas en CEs. 
 
Otro estudio que utilizaron CEs, sugirieron una aparición espontánea de las CGP 
masculinas a partir de las CME de ratón in vitro (Geijsen et al., 2004). Además detectaron 
y aislaron células haploides a partir de CEs y mostraron que la inyección de las células 
dentro de los ovocitos resultan en la formación estructuras como blastocistos. Aunque las 
células aisladas no se parecían a espermatozoides y el análisis de su desarrollo no se ha 
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completado, este estudio sugiere CGPs masculinas se originan de las CMEs y que 
espontáneamente las células post meióticas son capaces de activar a los ovocitos.   
 
Estudios recientes han reportado no solo la inducción de los gametos masculinos a partir 
de las CMEs, sino también una producción exitosa de crías (Nayernia et al., 2006). Se 
cultivaron CME de ratón las cuales fueron transfectadas con constructo reportero Stra8 y 
luego también con el constructo reportero  Prm1 (protamina 1) en un cultivo monocapa. 
Se aislaron las células positivas para Stra8 y Prm1y fueron inyectadas en los ovocitos. 
Resultaron 65 embriones que fueron transferidas a madres de alquiler, de estas 7 crías 
nacieron y contenían al gen reportero Prm1, la cual presentaban a anormalidades y 
murieron después de los 5 meses de su nacimiento. 
 
 
8. ESPERMATOGÉNESIS EN RATONES 
 
La espermatogénesis es la producción de espermatozoides desde las CGPs. Una vez que 
las CGPs llegan a la cresta genital de un embrión macho, quedan incorporadas a los 
cordones sexuales y estas permanecen ahí hasta la madurez, momento en que los 
cordones sexuales se ahuecan para formar los túbulos seminíferos y el epitelio de los 
túbulos se diferencia a células de Sertoli. En el tejido conectivo que se encuentra entre los 
cordones testiculares aparecen las células intersticiales (precursoras de las células de 
Leydig). 
 
El comienzo de la espermatogénesis durante la pubertad probablemente está regulado 
por la síntesis de Bmp8b por la célula germinal espermatogénica, la espermatogonia. 
Cuando Bmp8b alcanza una concentración crítica, las células germinales comienzan a 
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diferenciarse. Las células en diferenciación producen elevados niveles de Bmp8b, que 
luego puede estimular más su diferenciación. Los ratones que carecen de Bmp8b no 
inician la espermatogénesis en la pubertad (Zhao et al., 1996). 
 
El epitelio seminífero está compuesto  por dos clases de células en el adulto: las células 
de Sertoli y las células germinales en diferentes fases de su desarrollo. Las células 
germinales espermatogénicas son unidas por las células de Sertoli mediante moléculas 
de cadherina-N sobre ambas superficies celulares y por moléculas de galactosiltranferasa 
sobre las células espermatogénicas que se unen a su receptor de carbohidrato sobre las 
células de Sertoli (Newton et al., 1993; Pratt et al., 1993). Las células de Sertoli nutren y 
protegen a las células espermáticas en desarrollo y la espermatogénesis.  
 
En ratones tenemos que existe espermatogonias de tipo A1 al A4, la espermatogonia A4, 
tiene tres opciones: puede formar otra espermatogonia A4 (autorrenovarse); puede 
experimentar muerte celular (apoptosis); o puede diferenciarse  al primer tipo de célula 
madre comprometida, la espermatogonia intermedia. Esta espermatogonia se encuentra 
comprometida a convertirse en espermatozoide, y se divide mitóticamente una vez que 
forma la espermatogonia tipo B. Las espermatogonias tipo B se dividen para formar los 
espermatocitos primarios, los cuales duplican su ADN (ocurre durante 14 horas en ratón) 
e ingresan a divisiones meióticas originando espermatocitos secundarios. Sin una síntesis 
posterior de ADN, los espermatocitos secundarios resultantes se dividen una vez más 
para formar las células haploides conocida como espermátides. El núcleo de los 
espermatocitos secundarios es de menor tamaño que el de los espermatocitos primarios 
en diploteno mostrando una cromatina finamente granular. Las espermátides, redondas, 
se transforman en espermatozoides por una serie de cambios morfológicos progresivos 
llamados colectivamente espermiogénesis.   
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La primera etapa de la espermiogénesis consiste en la construcción de la vesícula 
acrosómica desde el aparato de Golgi. El acrosoma forma un casquete que cubre al 
núcleo del espermatozoide. A medida que se forma este casquete, el núcleo rota de modo 
tal que el casquete quedará después enfrentado a la membrana basal del túbulo 
seminífero. Esta rotación es necesaria debido a que el flagelo, que está comenzando a 
formarse desde el centriolo sobre el otro lado del núcleo, se extenderá hacia la cavidad. 
Durante el último estadío, el núcleo se aplana y se condensa, el citoplasma restante se 
desecha y las mitocondrias forman un anillo alrededor de la base del flagelo.  
 
En el ratón, el desarrollo desde la célula madre a espermatozoide toma 34.5 días. El 
estadío de espermatogonia dura 8 días, el de meiosis 13 días y la espermiogénesis toma 
otros 13.5 días. 
 
 
9. EFECTO DE LA CICLOFOSFAMIDA (CP) EN LA REPRODUCCIÓN 
MASCULINA 
 
Ciclofosfamida (CP) [N, N-bis (2-cloroetil) tetrahidro-2H-1, 3,2 oxaza- fosforin-2-amino 2-
oxido], pertenece a la clase de los oxazafosforines, es un metabolito bioactivador y agente 
alquilante que tiene efectos citostáticos debido a la formación de aductos covalente de 
ADN.  La citotoxicidad de la CP es mediada por la alquilación del ADN   en la posición N7 
de guanina y la formación de cross-links del tipo DNA-DNA y DNA-proteína, así como 
quiebres en una de las hebras del DNA (Hemminki y Kallama, 1986; Crook et al., 1986). 
La terapia de CP es muy común en el tratamiento de una variedad de enfermedades 
glomerulares, pero este fármaco tiene como efecto secundario la toxicidad gonadal. CP es 
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utilizada en la quimioterapia contra distintos tipos de cáncer y como un inmunosupresor 
en el trasplante de órganos (Dollery, 1999). 
 
La CP es un alquilante cuyo efecto citotóxico tiene como blanco a las células que se 
dividen rápidamente siendo el testículo un órgano muy sensible a los efectos deletéreos 
de este agente. CP interfiere con las actividades mitóticas y meióticas de la hilera 
germinal. Su mecanismo de acción consiste en alquilar el ADN, alterar la estructura de los 
ácidos nucleicos ya formados, por lo tanto la división celular no se realiza adecuadamente 
(Elangovan et al., 2006). En el testículo CP interrumpe la meiosis antes de la etapa de 
paquiteno, produciendo un daño genotóxico. Las células eucariotas para mantener la 
estabilidad genética, detiene su ciclo celular, lo cual permite la activación de mecanismos 
de reparación del DNA, pero cuando el daño es severo, se activan vías de muerte celular 
tal como la apoptosis (Sancar et al., 2004). Cuando los alquilantes se utilizan a bajas 
dosis, la recuperación de la espermatogénesis podría ocurrir dentro de los 3 años 
postratamiento, sin embargo, a altas dosis la infertilidad podría prolongarse o ser 
permanente (Shetty y Meistrich, 2005). 
 
Pacientes varones con cáncer tratados CP presentan una mayor incidencia de 
oligozoospermia y azoospermia (Charak et al., 1990; Kenney et al., 2001), además se ha 
demostrado perturbaciones en la secreción de gonadotropinas asociado  con el daño 
testicular junto con los bajos niveles de testosterona en la sangre                        
(Hoorweg-Nijman et al., 1992). Una simple inyección de dosis alta de CP durante el 
desarrollo de espermatocitos de ratón resulta en translocaciones heredables (Sotomayor y 
Cumming, 1975) e incrementa la incidencia de micronúcleos (Tates, 1992;  Lahdetie, 
1983,1988). El estudio morfométrico de los diferentes fases del ciclo espermatogénico 
20 
 
indica que la toxicidad testicular puede ser detectada a partir de los 7 días después de 
una simple administración  oral de CP (100mg/kg) en ratas (Matsui et al., 1995). 
 
Se ha encontrado que a una dosis única de 200mg/kg de pc puede afectar negativamente 
epitelio seminífero de ratón (Vigil y Bustos-Obregón, 1985) y que en casos de exposición 
crónica, tras 5 semanas desde la última dosis, conlleva a la reducción del 84% en la 
concentración y 72% con respecto a la vitalidad espermática, disminución de la integridad 
del acrosoma en 59%, así mismo se evidencia una disminución drástica de los niveles 
para la hormona FSH y Testosterona,  todos estos factores en conjunto dan como 
resultado la infertilidad en el 100%  de los ratones tratados (Elangovan et al., 2006). 
 
 
10. INMUNOCIRUGÍA: AISLAMIENTO DE LA MCI DE LOS BLASTOCISTOS 
 
En la etapa de  blastocisto en embrión consiste sólo en dos tipos de células la MCI y el 
trofoectodermo. Los blastocistos de ratón son susceptibles a la citoxicidad anticuerpo- 
complemento. La Inmunocirugía desarrolladla por primer vez  por Solter y Knowles (1975) 
en ratones y luego por Thomson et al. (1995) en primates y Thomson et al. (1998) en 
humanos, nos brinda una herramienta efectiva en el estudio del desarrollo potencial de la 
MCI y la interacción con el trofoectodermo.  La técnica consiste en la incubación de los 
blastocistos  con anticuerpo de conejo anti-ratón, un buen lavado y nuevamente incubado 
con complemento, el resultado de este procedimiento, es la eliminación selectiva de las 
células del trofoectodermo y la preservación de la MCI. La MCI puede ser fácilmente 
separada del resto de células trofoectodérmicas y ser capaces de crecer y diferenciarse in 
vitro. Mediante el método de la Inmunocirugía se puede obtener un gran número de célula 
pura de la MCI  y en un periodo relativamente corto. 
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11. TRANSPLANTE DE CÉLULAS MADRE 
 
La técnica de Transplante de células madre a nivel de testículo fue descrita por primera 
vez en 1994, en la cual se utilizaron CMG y ratones inmunocompatibles                  
(Brinster y Zimmermann, 1994). Ogawa et al. (1997) evaluó tres métodos para poder 
introducir células donadoras dentro de los túbulos seminíferos de un animal receptor: 
inyección a los túbulos seminíferos, inyección al conducto deferente y inyección a la rete 
testis, demostrando que esta última técnica es fácil y efectiva en ratones y ratas. El 
proceso básico consiste en recolectar células madre de un animal donador e inyectarlas 
en los túbulos seminíferos del animal receptor, con el objetivo que las células madre del 
donador colonice la membrana basal de los túbulos en busca del nicho donde se 
desarrollan las células madre y se diferencie para que pueda realizar la espermatogénesis 
en los testículos del animal receptor. Previos estudios han demostrado que inyectando 
células donadoras han podido colonizar  los túbulos de un ratón receptor (Brinster y 
Avarbock, 1994; Brinster y Zimmermann, 1994), además se han reportado la presencia de 
espermatogénesis intraluminal en los túbulos seminíferos cuando se inyecto las células 
donadoras vía rete testis (Jiang y Short, 1995 en ratas y Guzmán, 2005 en ratones). Cabe 
resaltar que no existen trabajos previos de colonización intraluminal a partir del 
transplante de células de la MCI en ratones. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1. MATERIALES 
 
1.1. MATERIAL BIOLÓGICO 
 
1.1.1. OBTENCIÓN DE LA MCI Y EFECTO DE LA CICLOFOSFAMIDA  
 
Se utilizaron 8 parejas de ratones de la cepa Swiss Rockefeller, machos de 10 a 12 
semanas de edad y de fertilidad comprobada y hembras vírgenes de 6 a 8 semanas de 
edad (Figura 1), para poder obtener los embriones en estado de blastocistos y a partir de 
estos las células de la MCI. Por otro lado se utilizaron 14 ratones machos de la cepa 
C57BL (8 a 10 semanas y de fertilidad comprobada) (Figura 2), 6 de ellos fueron 
utilizados para determinar el efecto de la Ciclofosfamida sobre los túbulos seminíferos, a 
los otros 8 ratones se les transplantó las células madre. Todos los animales fueron 
obtenidos del Bioterio del Laboratorio de Reproducción y Biología del Desarrollo de la 
Facultad de Ciencias Biológicas de la UNMSM, mantenidos en condiciones estándares 
(14 horas de luz y 10 horas de oscuridad, temperatura promedio de 23ºC) (Figura 3), 
alimentados con dieta balanceada para animales (Purina- Perú) y agua ad libitium. 
 
 
2.1.2. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS ANTI-BAZO DE RATÓN 
 
Para la producción de anticuerpos anti-ratón y complemento se utilizaron un conejo 
(Oryctolagus cuniculus) de la raza Nueva Zelanda de 3 meses y con peso de 3.0 kg y un 
cobayo (Cavia porcellus) de 2 meses de 1.2 kg respectivamente. 
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Figura 1. Ratones de la cepa Swiss Rockefeller 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Ratones machos de la Cepa C57BL 
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Figura 3. Bioterio del Laboratorio de Reproducción y Biología del Desarrollo 
 
 
 
1.2. MATERIALES DE LABORATORIO 
 
1.2.1. REACTIVOS 
 
- Ciclofosfamida [N, N - bis (2 - cloroetil) tetrahidro - 2H -1, 3, 2 -oxazafosforin - 2 - 
amino 2 - oxido] – NEOPHOS 200 mg 
- Medio HTF con HEPES (LifeGlobal) 
- Medio Flushing con Heparina (MediCult) 
- Aceite Mineral (LifeGlobal) 
- Buffer Fosfato Salino (PBS) 
- Suero Fetal Bovino (SIGMA) 
25 
 
- Tripsina/EDTA 
- Medio RPMI 1640 (GIBCO) 
- Ácido Tyrodes (MediCult) 
- Ketamina 
- Lidocaína 
- Azul de Tripan 
- Carbonato de Litio 
- Ácido Acético 
- Formol 40% 
- Agua destilada 
- Suero Fisiológico 
- Alcohol (70º, 80º, 90º, 96, 100º) 
- Xilol 
- Paraplast. 
 
 
1.2.2. EQUIPOS 
 
- Microscopio AMPLIVAL Carl Zeiss Jena 
- Microscopio estereoscópico Bausch-Lomb 
- Microscopio estereoscópico Leica Zoom 2000 
- Lámpara para esteroscópio 
- Incubadora Aire Seco 
- Cámara fotográfica digital Canon S-50 
- Balanza analítica Sartorius 
- Balanza digital 
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- Micrótomo rotativo Minot 
- Plancha termoregulable Chicago Surgical and Electrical Co 
- Fotoperiodo 
- Jarras Paraplast 
- Refrigeradora. 
 
 
1.2.3. INSTRUMENTAL 
 
- Pinzas de acero de punta fina 
- Tijeras punta fina 
- Placas embriológicas de vidrio 
- Láminas excavadas 
- Aguja hipodérmica 30G 
- Pipetas Pasteur 
- Mechero de alcohol 
- Filtro de 0.22μ 
- Micropipetas 10 – 100ul 
- Jeringas de tuberculina 
- Tips 
- Parafilm (American Can Company) 
- Placas de vidrio 10x20 cm 
- Guantes 
- Gorros 
- Mascarillas descartable 
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2. MÉTODOS 
 
2.1. TRATAMIENTO CON CICLOFOSFAMIDA 
 
La Ciclofosfamida (NEOPHOS) obtenida en farmacias locales, fue disuelta en solución 
salina 0.9% obteniendo una concentración final de 220mg/Kg [dosis equivalente a la dosis 
terapéutica en humanos (750mg/kg)]. Se utilizaron 8 ratones machos de la cepa C57BL 
como receptores, a cada uno se les inyecto intraperitonealmente una dosis única de CP 4 
días antes del transplante de las células madre. En un ensayo previo, se utilizaron 3 
ratones machos de la misma cepa para determinar el efecto de la CP a 4 días (se les 
inyecto a cada uno CP a 220mg/kg), otros 3 ratones fueron utilizados como control, a 
quienes se les inyectó solución salina 0.9%.  
      
 
2.2. RECUPERACIÓN DE BLASTOCISTOS 
 
Se seleccionó ratonas de la cepa Swiss Rockefeller que presentaban estro (Figura 4). 
Esta fase se caracteriza por presentar la vulva con una vagina abierta y rosada, poco 
húmeda, con estrías pronunciadas y se encuentran receptivas  a los machos. Aquellas 
ratonas se colocaron con machos de la misma cepa entre 7:00 y 7:30 p.m, dejándolos 
juntos toda la noche  para que puedan cruzarse. La mañana siguiente se evaluó la 
presencia de tapón vaginal (Figura 5) como indicador de preñez y se consideró las 12:00 
de la noche como cero horas del desarrollo embrionario. Las ratonas preñadas fueron 
sacrificadas por dislocación cervical a los 3.5 - 4.0 dpc, momento en que los embriones se 
encontraron en el estado de blastocistos en los cuernos uterinos. (Figura 6). Se desgarró 
la piel de la región media del vientre mediante un corte con la tijera y se separó 
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dirigiéndose hacia los extremos del animal. Se ubicaron los cuernos uterinos, se 
separaron y fueron colocados en una placa embrionaria que contiene medio HTF con 
HEPES (LifeGlobal); se eliminó con ayuda de pinzas  todo exceso de grasa. Utilizando 
una jeringa de tuberculina con una aguja 30G1/2 y con 0.5ml de medio Flushing 
(MediCult), se perfusionaron los cuernos uterinos (Figura 7 y Figura 8), luego estos fueron 
retirados de la placa y con ayuda de un estereoscopio fueron ubicados los embriones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Ratona de la cepa Swiss Rockefeller presentando estro. La flecha indica a la 
vulva con una vagina abierta y rosada, poco húmeda, con estrías pronunciadas. 
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Figura 5. Presencia del Tapón vaginal (indicador de preñez). Observar flecha. 
 
2.3. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS DE CONEJO ANTI-BAZO DE RATÓN Y 
COMPLEMENTO DE COBAYO 
 
Para la obtención de anticuerpos anti-ratón, se utilizó un conejo macho de la raza Nueva 
Zelanda al cual se le inyectó una concentración de células de bazo de ratón de 4x108 
células por ml, vía vena marginal de la oreja del conejo siguiendo el protocolo 1 (Anexo 1). 
 
Se recuperó 15 ml de sangre por sangría parcial de conejo, luego se colocó 3ml en cada 
tubo Vacuteiner de 15ml con gel de sílica y se llevó a centrifugación a 2500rpm. El suero 
obtenido fue colocado en tubos eppendorf a volumen de 15µl y mantenido a -20ºC hasta 
su uso. Antes de utilizar, el suero fue colocado en Baño María a 56ºC por 30 minutos para 
su descomplementación y fue diluido 1:10. 
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Para la obtención de complemento se utilizó un cobayo macho, al cual se le realizó una 
sangría total. La sangre obtenida fue colocada en tubos Vacuteiner con gel de sílica y 
centrifugada a 2500rpm. El suero obtenido fue colocado en tubos eppendorf a volumen de 
15µl y mantenidos a -20ºC hasta su uso. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Resumen del desarrollo preimplantacional de ratón por Hogan (1994). 
Clivajes 
tempranos 
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Cel. = células, p.c. = post-cópula 
Figura 7. Disección del útero para la obtención de los embriones preimplantacionales de 
Mus musculus. (A) y (B). El útero es removido mediante un corte en el cérvix. (C) El 
mesometrium es desprendido y se realiza un corte entre la unión del útero con el oviducto. 
(D) El útero es colocado en una placa y luego cada cuerno es perfusionado con 0,5 mL de 
medio. (Hogan, 1994). 
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Figura 8. Perfusión de los cuernos uterinos. La flecha señala la aguja hipodérmica en el 
interior del cuerno uterino. 
 
 
2.4. INMUNOCIRUGÍA 
 
La Inmunocirugía de blastocistos de ratón fue realizada con algunas modificaciones al 
procedimiento desarrollado por Solter y Knowles (1975). La zona pelúcida fue removida 
utilizando acido Tyrode’s por 5 min, luego los embriones fueron lavados tres veces con 
PBS por 3 min cada uno. Antes de la exposición de antisuero, los blastocistos fueron 
incubados a 37ºC en medio HTF con HEPES (LifeGlobal) por 30 min. Los blastocistos 
libres de zona pelúcida fueron expuestos a los anticuerpos de conejo anti-bazo de ratón 
diluido 1:10 por 30 minutos y luego fueron lavados tres veces con PBS por 5 minutos cada 
uno. A continuación los blastocistos fueron transferidos al complemento de cobayo 
(diluido a 1:10) con medio HTF con HEPES e incubado por 20 minutos a 37ºC. 
Seguidamente la MCI fue colocada en gotas de solución Tripsina-EDTA e incubada por 5 
minutos para permitir la disgregación de las células de la MCI. Las células de la MCI 
33 
 
fueron lavadas tres veces con PBS y luego colocadas en medio HTF con HEPES  y 
coloreados con Azul de Tripán (colorante vital), con el objetivo de visualizar el ingreso de 
las células en el interior de los túbulos seminíferos. La suspensión de células a una 
concentración de 3 x 102 células por ml fue cargada en la pipeta de inyección. 
 
 
2.5. MICROINYECCIÓN DE CÉLULAS MADRE EN LA RETE TESTIS 
 
Para la realización de la Microinyección, el ratón fue anestesiado con 0.15 ml de Ketamina 
+ 0.15ml de suero fisiológico 0.9% (Figura 9), una vez anestesiado el ratón se prosiguió a 
remover los testículos de la cavidad corporal para el reconocimiento de la rete testis. La 
rete testis es una compleja organización de conductos interconectados, situados en la 
parte alta del testículo. La porción más accesible de la rete testis se localiza en la zona 
craneal del pedículo vascular donde llega el conducto eferente a la superficie del testículo, 
por tanto la rete testis fue localizada siguiendo el conducto eferente a la superficie de los 
testículos. Cargada la pipeta de inyección con las células de la MCI  y coloreadas con 
Azul de Tripán se inyectó directamente a la rete testis del testículo izquierdo del ratón, el 
testículo derecho es usado como control al cual se le inyecto sólo medio HTF con HEPES 
+ Azul de Tripán. Para la inyección se utilizó una pipeta aguda de 50 a 80µm de diámetro, 
la cual se insertó en un ángulo de 30º y una profundidad no mayor a 2mm en la rete testis. 
El llenado de los túbulos seminíferos siguió un camino al azar. La presión en la pipeta no 
fue incrementada rápidamente ya que puede ocurrir una ruptura interna de los límites de 
la rete testis. El volumen a inyectar en cada testículo fue de 50µl. 
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Figura 9. Ratón Anestesiado con Ketamina + suero fisiológico 0.9% 
 
 
2.6. ANÁLISIS DE RECEPTORES 
 
Después de los 35 días, los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical, se les 
extrajo los testículos y estos fueron fijados con Bouin (Anexo 2) por aproximadamente 16 
horas, luego se siguió el protocolo 2 (Anexo 3) para la deshidratación y parafinado de las 
muestras. Una vez que se obtuvieron las muestras parafinadas, con ayuda de un 
micrótomo rotativo Minot se procedió a obtener los cortes histológicos de 5 µm de 
espesor, los cuales fueron coloreados con hematoxilina y eosina Y siguiendo el protocolo 
3 (Anexo 4). 
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IV. RESULTADOS 
 
1. EFECTO DE LA CICLOFOSFAMIDA: OBSERVACIÓN EN LA HISTOLOGÍA     
TESTICULAR 
 
Se observo una severa alteración morfológica producida en los túbulos seminíferos de 
ratones tratados con Ciclofosfamida 220mg/kg comparados con el control a 4 días de la 
inyección, entre estas alteraciones se puede mencionar una reducción en el tamaño del 
túbulo seminífero, pérdida parcial del tejido intersticial (Figura 10) y en el número de  
células espermatogoniales (Figura 11). 
 
 
Figura 10. Sección de túbulo seminífero de ratón BalbC57. A. Tratamiento con 
Ciclofosfamida 220mg/kg (100X); B. Control (100X). Note el tamaño de los túbulos 
(flecha). 
 
 
A B 
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Figura 11.Túbulo seminífero de ratón BalbC57. A. Tratamiento con Ciclofosfamida 
220mg/kg (630X); B. Control (630X). Nótese la reducción de células espermatogoniales. 
 
 
3. RECUPERACIÓN DE BLASTOCISTOS E INMUNOCIRUGÍA  
 
3.1. RECUPERACIÓN DE BLASTOCISTOS 
 
Se obtuvieron los embriones en estado de blastocisto expandido mediante perfusión del 
cuerno uterino a los 3.5 - 4.0 dpc, los cuales presentaban buenas características 
morfológicas (diferenciación normal entre las células de la MCI y el trofoectodermo y un 
amplio blastocele) (Figura 12). 
 
 
A B 
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Figura 12. Blastocistos de ratón (100X). Nótese la masa celular interna, trofoectodermo, 
zona pelúcida y el blastocele 
 
 
 
3.2. INMUNOCIRUGÍA 
 
Con la solución Ácida  de Tyrode´s se destruyó exitosamente la zona pelúcida (Figura 13), 
para luego enfrentarlo a los anticuerpos anti-ratón y complemento de cobayo (Figura 14A) 
y finalmente mediante pipeteo suave obtuvimos las células de la MCI (Figura 14B). 
 
 
Masa Celular 
Interna 
Zona Pelúcida 
Trofoectodermo 
Blastocele 
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Figura 13. Blastocisto con zona pelúcida (Flecha) (250X). B. Blastocistos sin zona 
pelúcida (100X). 
 
 
A B 
A B 
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Figura 14. A. Blastocisto sin zona pelúcida expuesto a anticuerpos anti-ratón; B. Mediante 
pipeteo suave se empieza a separar la MCI y las células lisadas del trofoectodermo. La 
flecha indica la MCI y la estrella el trofoectodermo lisado (250X) 
 
4. INYECCIÓN A LA RETE TESTIS 
 
Una vez recuperadas las células de la MCI fueron coloreadas con Azul de Tripán e 
inyectada exitosamente en la rete testis de los testículo de ratones adultos (Figura 15). 
 
Figura 15. A. Reconocimiento del conducto eferente y la rete testis (15X); B. Testículo  de 
ratón evidenciando la inyección exitosa del colorante conteniendo las células de la  MCI 
(20X) 
 
 
5. ANÁLISIS DEL TRANSPLANTE DE LA MCI 
 
Se encontró que el 62.5% de los receptores evaluados presentaban colonización 
intraluminal, siendo esta colonización aleatoria en los túbulos seminíferos; en promedio se 
observó que sólo el 2% de los túbulos seminíferos muestran minitúbulos (Figura 16A). Los 
minitúbulos formados en el lumen de los túbulos seminíferos muestran una sincronización 
Rete testis 
Conducto eferente 
A 
B 
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respecto al epitelio seminífero del animal receptor (Figura 16B, 16C y 16D), estos 
presentan espermatogonias, espermatocitos primarios, espermátides además de una 
estructura similar a una membrana basal y de células de Sertoli las cuales mantienen el 
ciclo espermatogénico en los minitúbulos (Figura 17). Cabe resaltar, que esta colonización 
intraluminar es consecuencia del transplante y diferenciación de las células de la MCI a 
testículos de ratones adultos, debido que aquellos ratones que se les inyectó sólo el 
medio HTF con HEPES + Azul de Tripán, no presentan los minitúbulos (Figura 18). 
 
A B 
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Figura 16. Colonización intraluminal y diferenciación de las células de la MCI, A. Las 
flechas indica la formación de los minitúbulos en el lumen de los túbulos seminíferos del 
animal receptor (100X); Sincronización de los minitúbulos con respecto al epitelio 
seminífero con el receptor: B (400X); C (630X); D (630X). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Colonización intraluminal y diferenciación de las células de la MCI (630X). (MB: 
estructura similar a membrana basal, S: célula de Sertoli, E: Espermatocito primario, ES: 
espermátide. 
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Figura 18. Corte Histológico de testículo control. A (250X) y B (400X) 
 
V. DISCUSIÓN 
 
El modelo ratón nos brinda una alternativa atractiva para el estudio de la diferenciación in 
vivo de las células de la MCI y para poder determinar el potencial de la terapia celular en 
humanos basada en el uso de las células madre pluripotentes. En el presente trabajo los 
resultados sugieren que las células de la MCI tienen la capacidad de diferenciarse in vivo 
a células de la línea germinal, presentándose en forma de minitúbulos, destacando la 
presencia de una estructura similar a una membrana basal. 
 
Al aplicar la ciclofosfamida a una concentración de 220mg/kg  de peso corporal, 
obtuvimos una reducción en el diámetro de la mayoría de los túbulos y en el número de 
células espermatogoniales con respecto al control, siendo estos resultados similares a los 
obtenidos por Elangovan et al. (2006), cuando inyectó el mismo fármaco a 200 mg/kg en 
ratones, demostrando así, que el tratamiento de CP en ratones machos altera la 
espermatogénesis y reduce la fertilidad. Esta inhibición de la espermatogénesis es debido 
A B 
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a los bajos niveles de gonadotropinas y testosterona en el plasma sanguíneo, tal como lo 
determinaron  Means (1975), Chowdhury (1979) en ratas y Elangovan et al. (2006) en 
ratones. 
 
La utilización de la técnica de inmunocirugía  ha demostrado ser un método muy efectivo 
para la obtención de células de la MCI o células madre pluripotentes, fue utilizada por 
primera vez por Solter y Knowles (1975) en ratones y luego por Thomson et al. (1995) en 
primates y Thomson et al. (1998) en humanos, hoy en día, esta técnica ha demostrado 
ser excelente para estudiar la biología del desarrollo de muchas especies, así como 
nuevas posibilidades para el transplante en medicina debido a que las CMP tienen el 
potencial para poder originar a todos los tipos de células adultas, así cualquier 
enfermedad que se presente debido al mal funcionamiento de tipos de células específicas 
pueden ser potencialmente tratables a través del transplante de células diferenciadas a 
partir de las CMP obtenidas mediante este método, en nuestro caso nos permitió la 
obtención de una gran cantidad  de células donadoras viables en un corto tiempo, las 
cuales fueron transplantadas a nivel de la rete testis de los ratones. 
 
Según Ogawa et al. (1997), de los diferentes tipos de procedimientos de inyección de 
células donadoras dentro de los túbulos seminíferos de un receptor, la técnica de 
inyección a nivel de rete testis ha demostrado ser un método sencillo, eficiente y 
reproducible. Utilizando esta técnica y células de la MCI, nosotros obtuvimos resultados 
en los que se observó la presencia de una colonización intraluminal en forma de 
minitúbulos con presencia de células espermatogénicas siendo estos resultados similares 
a los hallados por Jiang y Short (1995) en ratas y Guzmán (2005) en ratones, utilizando 
CGPs. Los minitúbulos sólo han sido observados en los testículos que recibieron el 
transplante de células donadoras, más no en los testículos controles en los que sólo se 
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les inyecto medio HTF con HEPES más el colorante vital, por tanto este nuevo epitelio 
seminífero hallado no sería un efecto ocasionado por el tratamiento previo con CP ni un 
artefacto producido por el procedimiento de la inyección, esto fue observado también por  
Jiang y Short (1995) y Guzmán (2005), quienes obtuvieron en sus trabajos resultados 
congruentes a los nuestros utilizando el fármaco Busulfán en lugar de CP. 
 
La diferenciación obtenida in vivo de las células de la MCI, se debe a que éstas presentan 
un “estado de memoria” para su diferenciación, que se puede observar desde las etapas 
de divisiones tempranas cuando el primer blastómero dividido se encuentra destinado a 
formar predominantemente la estructura embrionaria, tal como lo demostró Piotrowska et 
al. (2001), además algunas de estas CMP están destinadas a ser parte de los túbulos 
seminíferos como células de Sertoli, es por ello que podemos encontrar  a estas células 
dentro de los minitúbulos (Figura 18). Por otro lado, las CMP y las CGP comparten un 
gran número de marcadores moleculares similares y si se aplican estímulos apropiados 
puede diferenciarse de CMP a CGP in vitro, tal como explican Geijsen et al. (2004); 
Hubner et al. (2003) y Toyooka et al. (2003), e inclusive las CMP pueden llegar a formar 
gametos masculinos capaces de fecundar y desarrollar un individuo tal como lo demostró 
Nayernia et al. (2006) en ratones. En nuestro estudio las células de Sertoli pueden 
sintetizar estímulos adecuados como el ácido retinoico (AR), tal como lo determino 
Cavazzini et al. (1996) en ratas, haciendo posible la activación del gen Stra8 para que 
pueda iniciarse la diferenciación de las CMP (Oulad-Abdelghani et al., 2006), bajo este 
mecanismo nuestras células transplantadas pueden diferenciarse en CGPs y estas a su 
vez en CMG in vivo. 
 
Otro de los factores importantes y necesarios para que pueda desarrollarse la 
espermatogénesis es la existencia de una interacción entre las células de Sertoli y las 
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CMG, la cual hace posible la activación de estas últimas para iniciar la espermatogénesis 
tal como lo comprobaron Rossi et al. (1993); Ogawa et al. (2000) y Kanatsu-Shinohara et 
al. (2005) en ratones. En  el presente trabajo,  la presencia de minitúbulos nos sugiere 
que ha existido una diferenciación de la MCI, algunas de estas, a células de Sertoli y otras 
a CMG lo cual ha hecho posible una interacción, activación y desarrollo de una 
espermatogénesis intraluminal. 
 
Los resultados muestran que el ciclo espermatogénico desarrollado en los minitúbulos a 
partir de la diferenciación de células de la MCI, se encuentra en sincronización con los 
túbulos hospederos, siendo este resultado concordante con lo obtenido por Jiang y Short 
(1995) y Guzmán (2005) que utilizaron en sus transplantes a las CGPs, es así que se 
puede sugerir que el microambiente tubular se encuentra regulado tanto por el epitelio 
seminífero tubular e intraluminal. Por otro lado no se ha observado la presencia de células 
de Leydig en asociación con el epitelio donador (minitúbulos), tal como lo reporto Jiang y 
Short en el año 1995 y esto debido a que estas células no pueden sobrevivir en este 
microambiente.  
 
Bajo las condiciones de la investigación, se encontró una frecuencia de 2% de desarrollo 
minitúbulos, por ratón receptor ya que las células donadoras presentan poca probabilidad 
de colonizar e interactuar, esto debido a que se ha utilizado una baja concentración de 
células, estos resultados son discordantes a los de Jiang y Short (1995)  y Guzmán (2005) 
que encontraron  5% y 1% de minitúbulos respectivamente en sus trabajos utilizando una 
concentración  de células 106 veces mayor. Otro factor que determinamos que puede ser 
causante de esta baja concentración de minitúbulos se debe a que CP no elimina 
completamente las células germinales, sólo las disminuye drásticamente, siendo este 
resultado congruente a los de Elangovan et al. (2006); a pesar de ello, si comparamos la 
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concentración de la suspensión celular inyectada en la rete testis y el porcentaje de 
minitúbulos obtenidos en el trabajo podemos mencionar que existe una mayor 
probabilidad de recuperación del epitelio seminífero cuando se utilizan células 
indiferenciadas como la MCI. 
 
Cabe resaltar que en los trabajos publicados sobre transplante de células madre no se ha 
hallado ninguna evidencia en donde reporte que se haya utilizado células de la MCI in 
vivo para poder restaurar la espermatogénesis en los túbulos seminíferos en ratones que 
presentan disminuidos su fertilidad por acción de la CP, de esta manera podemos señalar 
que la inyección de las células pluripotentes de la MCI ha demostrado ser una técnica 
contundente para el estudio de la espermatogénesis en todos sus niveles demostrando 
que puede ser utilizada en las técnicas de reproducción asistida en humanos, para la 
recuperación del epitelio seminífero en varones que presentan una patología testicular y 
como un gran potencial en las terapias del futuro.  
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VI. CONCLUSIONES 
 
 Las células pluripotentes de la MCI de la cepa Swiss Rockefeller  transplantadas a 
través de la rete testis son capaces de diferenciarse en células de la línea germinal 
y colonizar el lumen de los túbulos de animales receptores en ratones de la cepa 
C57BL. 
 Las células diferenciadas a partir de la MCI son capaces de interactuar y 
desarrollar una espermatogénesis xenogénica en los minitúbulos formados en el 
ratón hospedero. 
 El ciclo espermatogénico de los minitúbulos se encuentra en sincronización con 
respeto al ciclo espermatogénico del ratón hospedero. 
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VIII. ANEXOS 
 
 
Anexo 1 
 Protocolo 1. Inoculaciones de células de bazo de ratón en conejo para la producción de 
anticuerpos 
 
 
Día 
 
Volumen de dosis (4x108 
cel/ml) 
 
Procedimiento 
 
1 
------------------- 
0.5 ml 
Sangría Pre inmune 
Inoculación de Células de 
Bazo 
67 
 
 
4 
 
0.5 ml 
------------------ 
Inoculación de Células de 
Bazo 
Sangría Parcial 1 
 
8 
 
1.0 ml 
Inoculación de células de 
bazo 
 
12 
 
1.0 ml 
Inoculación de células de 
bazo 
 
15 
 
-------------- 
 
Sangría Parcial 2 
 
 
Anexo 2 
 
 
Componentes del fijador BOUIN 
 
Reactivos 
 
Volumen 
 
Alcohol 70º +Ac. Pícrico 
 
85 ml 
 
Ac. Acético Glacial 
 
5 ml 
 
Formaldehido 
 
10 ml 
68 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 3 
 
Protocolo 2  Deshidratación, aclarado y parafinado de la muestra 
 
 
PROCESO 
 
TIEMPO  
 
Alcohol de 70 + Carbonato de Sodio 
 
24 horas 
Alcohol de 80 30 minutos 
Alcohol de 90 30 minutos 
69 
 
Alcohol de 96 30 minutos 
Alcohol de 100 (1) 30 minutos 
Alcohol de 100 (2) 20 minutos 
Alcohol-Xilol (3:1) 15 minutos 
Alcohol- Xilol (1:1) 10 minutos 
Xilol 5 minutos (observación de la muestra) 
Paraplast 1 15 minutos 
Paraplast 2 10 minutos 
 
 
 
 
Anexo 4 
 
 Protocolo 3. Coloración Hematoxilina + Eosina 
 
 
PROCESO 
 
TIEMPO 
 
Xilol 1 
 
3 minutos 
70 
 
Xilol 2 3 minutos 
Alcohol 96 3 minutos 
Alcohol 90 3 minutos 
Alcohol 80 3 minutos 
Alcohol 70 3 minutos 
 Agua destilada 3 minutos 
Hematoxilina 1 minuto 
Agua de caño 4 minutos 
Eosina 3 minutos 
Alcohol 96 (1) 10 Inmersiones 
Alcohol 96 (2) 10 Inmersiones 
Alcohol 100 (1) 3 minutos 
Alcohol 100 (2) 3 minutos 
Xilol 3 minutos 
 
